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Abstract of EP0239450 

The invention relates to a device and a method 
for in-vitro fecundation and cell culture and also 
to the examination of the oocytes as well as the 
embryos obtained. It also relates to specially 
adapted fecundation and culture chambers. The 
invention is characterised in that the chambers 
(100) comprise basins (103) for receiving an 
oocyte, gametes and cells and are placed on a 
carousel (1) arranged in a conditioned- 
atmosphere incubator, in such a way that the 
chambers pass, one by one, under a binocular 
magnifier, while at the same time being supplied 
with a sterile gaseous atmosphere, the basins 
being illuminated and examined through 
transparent walls, and the chambers comprising 
in addition a cavity receiving a humidification 
liquid. 
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@ Apparelllage et procddd de fdcondation d'ovocytes in-vitro, et enceinte de f6condatlon et de culture cellulaire mise en 
oeuvre dans cet apparelllage et ce proc6d6. 

@ L'invention concerne un apparelllage et un precede de 
fecondation in-vitro et de culture cellulaire, et egalement 
d*examen des ovocytes ainsi que des embryons obtenus. Elle 
concerne egalement des enceintes de fecondation et de 
culture particuli^rement adapt^es. 

L'invention est caracterisee en ce que les enceintes (100) 
comportent des bassins (103) pour recevoir un ovocyte, des 
gametes et des cellules, et sont placees sur un carrousel (1) 
dispos6 dans une couveuse a atmospliere condltionnee, de 
sorte que les enceintes passent. pas a pas, sous une loupe 
binoculaire tout en etant atiment^es en une atmosphere 
gazeuse st6rile, les bassins 6tant eclaires et examines a travers 
des parois transparentes, les enceintes comportant par ailleurs 
une cavlt6 recevant un liquide d'humidification. 

FIG.I 
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Description 



' Appareillage et precede de fecondation d'ovocytes in-vjtro, et enceinte de fecondation at de culture cellulaire mise 

en oeuvre dans cat appareillage et ce precede' 



L'invention concerne un appareillage et un pro- 
cede de fecondation in-vitro utihsables auasi bien 5 
pour les humains que pour ies especes animales, 
notamment un appareillage et un procede de 
fecondation in-vitro d'ovocytes. et d'examen des 
embryons obtenus. L'invention concerne egalement 
une enceinte de fecondation et de culture cellulaire, iq 
enceinte ou sont places les ovocytes a feconder et 
les spermatozoides. 

Les conditions optlmales de culture : milieu, 
ambiance gazeuse maintenant ies pH, temperature, 
sont bien definies et doivent etre scrupuleusement 15 
respectees. 

On sait deja dans ce domaine realiser des 
ponctions folliculaires pour prelever des ovocytes au 
moyen d'une aiguille, et les transferer dans un tube a 
essais comportant un bouchon en silicone traverse 20 
par deux tuyaux, relies Tun a une pompe, en passant 
par un vase de decantation.pour creer une depres- 
sion. I'autre, en passant par une valve en silicone.a 
I'aiguille de ponction de follicule refiee par ailieurs a 
un dispositif de lavage. Les ovocytes ainsi recuperes 25 
sont identrfies et laves, puis, dans un second tube a 
essais, mis en presence de semence. c*est-a-dire de 
spermatozoides selectionnes mobiles. Lorsque Ies 
ovocytes ont ete fecondes par les spermatozoides, 
Ies embryons obtenus sont places dans des bortes 30 
connues sous le nom de boTtes de Petri ou coupeifes 
d'examen et de conditionnement. pour faciliter leur 
observation au moyen d'une loupe binoculaire sous 
une hotte a flux laminaire, et restent sous couveuse 
jusqu'a ce que ces embryons aient atteint le 35 
developpement permettant leur transfert dans I'ute- 
rus d'une receveuse. 

Plus precisement, la culture peut etre effectuee 
solt en tube a essais muni d'un bouchon hermetique 
et permettant le malntien de Tatmosphere gazeuse 40 
apporpriee, mais Tobservation des embryons neces- 
site plusieurs transferts dans une coupelle d'exa- 
men, soit dans les boTtes de Petri elles-memes, ce 
qui permet une observation plus facile, mais ces 
boTtes de Petri ou coupelles n*etant jamais hermeti- 45 
ques doivent etre placees dans une couveuse sous 
atmosphere gazuese, 

Cette technique necessite done de nombreux 
transferts. en partlculier, du tube a essais, permet- 
tant la fecondation. aux boTtes de Petri, permettant SO 
I'observation, ce qui implique de multiples transva- 
sements et manipulations et en consequence des 
risques nombreux de pertes d'ovocytes et de 
contamination, ne serait-ce que par Tair ambiant, 
ainsi que des chocs mecaniques et des chocs 55 
thermlques dus aux changements de temperature 
des ovocytes et des embryons, lors de leur 
transvasement en dehors de la couveuse. De plus, 
on doit parfois utiliser de grandes quantites de gaz 
servant a maintenir une atmosphere sterile dans les 60 
conditions de temperature et de pression appro- 
priees et il n'est de toute maniere pas possible 
d'assurer simultanement un gazage correct et une 



observations facile. Egalement, le controle du pH et 
de la temperature du milieu liquide. dans lequel sont 
cultrves les ovocytes pour devenir des embryons, 
est difficile. En consequence, le temps de manipula- 
tion passe par Ies utilisateurs est important, et le 
confort et la securife de ces manipulations sont au 
plus acceptables. Enfin, dans la mesure ou les tubes 
a essais sont places dans un bain-marie. 11 existe, a 
chacun de leur retrait du bain, de serieux risques 
d'egouttage d'eau dans les couveuses. 

L'invention a pour but de remedier k ces inconve- 
nients et concerne a cet effet un appareillage de 
fecondation d'ovocytes in-vitro, du type comprenant 
des enceintes de fecondation comportant des 
bassins pour recevoir Ies ovocytes dans un milieu 
approprie ainsi que des spermatozoTdes en vue de la 
fecondation desdits ovocytes afin d'obtenir des 
embryons susceptibles d'etre transferes dans une 
mere-receveuse, lorsqu'ils ont atteint un developpe- 
ment approprie, appareillage caracterise en ce qu'il 
comporte un dispositif mobile, tel qu'un carrousel, 
ayant au moins un plateau mobile en rotation pas a 
pas et muni d'emplace^ments de positlonnement 
destines a recevoir chacun line enceinte de fecon- 
dation, eventuellement un capot transparent de 
fermeture entourant ledit dispositif mobile, un 
dispositif optique binoculaire de grosstssement pour 
examiner successivement le contenu des bassins, 
par le dessus de ceux-ci et du capot de fermeture 
eventuel, lequel est muni d'une fenetre en regard de 
I'optique de grossissement, et des moyens d'eclai- 
rage du contenu des bassins de fecondation, 

Grace d'une part au fait que Ies enceintes de 
fecondation elles-mfimes peuvent §tre fixees sur un 
plateau mobile, en vue de Texamen du contenu de 
leurs bassins, et d'autre part du fait de leur 
conception, rl n'est nul besoin de transvaser Ies 
ovocytes ou embryons pour les examiner, ce qui 
limite le nombre d'ouvertures des enceintes, et les 
risques de pollution a condition que les enceintes 
possedent un couvercle etanche et transparent, tout 
en faisant gagner un temps important a I'operateur 
et en lui assurant un grand confort de manipulation 
en vue d'obtenir les meilleurs taux de fecondation ou 
de culture. 

Selon une caracteristique de Tinvention, I'appa- 
reillage comporte des moyens d'alimentatlon des 
enceintes disposees sur le dispositif mobile, en 
atmosphere gazeuse. Seul Tinterieur des enceintes 
etant empli de gaz, Teconomie de gaz, par rapport 
aux installations classiques avec hotte a flux lami- 
naire. est done importante. 

LMnventlon conceme egalement un procede de 
fecondation d'ovocytes in-vitro dans lequel on 
preleve Ies ovocytes par ponction folliculaire au 
moyen d'une aiguille, procede caracterise en ce que 
Ton Identrfie Ies ovocytes aptes a etre fecondes 
dans de bonnes conditions, on transfere chaque 
ovocyte dans un bassin respectif d'une enceinte de 
fecondation, on introduit dans les bassins un milieu 
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liquids adapte a la fecondation, on place les 
spermatozoYdes, prealablement filtres done vivants 
dans les basslns identifies, on ferme de maniere 
6tanche le couvercle de I'enceinte de fecondation, 
on ouvre alors une arrivee de gaz sterile et rechauffe 5 
eventuellement par barbotage pour eviter les chocs 
thermiques, et on Introduit dans I'enceinte le gaz 
sterile qui chasse Tair r^siduel, puis apres ecoul€'- 
ment d'un certain laps de temps, sans ouvrlr 
I'enceinte, on examine le contenu des bassins au 10 
moyen d'un dispositif optique de grossissement. 

Grace au fait que Ton transfers les ovocytes dans 
un bassin d une enceinte de f§condation et que Ton 
introduit dans ce bassin le milieu de fecondation 
compatible avec I'ovocyte, puis celui de I'embryon 15 
(jusqu*au transfert dans une mere porteuse). le 
dosage du volume de milieu peut n*etre effectue 
qu'une seule fois, a I'aide d'une seringue sterile. 

L*invention concerne aussi une enceinte de 
fecondation d*ovocytes pour appareillage de fecon- 20 
dation d'ovocytes in-vritro, caract6ris§e en ce 
qu'elle est est etancine et au moins parliellement 
transparente et en ce qu'eile comporte des bassins 
excentres a paroi inclines convergeant vers le bas et 
pr6sentant un fond excentre incurve a concavite 25 
tournee vers le bas et au moins une zone interme- 
diaire plane et horizontale, ainsi qu'au moins un 
ajutage d*entree et de sortie de gaz, pour un gaz 
sterile destrn6 a constituer Tatmosph^re Interne de 
ladite enceinte. 30 

Comme, selon une caracteristique avantageuse 
de rinvention, i'enceinte est en matiere plastique, 
elle pr6sente un cout reduit et peut etre jetee apres 
une seule utilisation. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'inven- 35 
tion ressortiront de la description qui va suivre se 
rapportant a des formes de realisation preferen- 
tielfes, dqnnees a titre d'exemples non limitatifs. et 
representees scliematiquement sur les dessins 
ci-jotnts dans lesquels : 40 
" la fig. 1 est une representation schematique. 
en perspective, d'une partie, formant carrousel, 
de rappareillage selon rinvention, 

- la fig. 2 est une representation schematique, 

en perspective, de rappareillage selon Tinven- 45 
tion tei quMI se presente exterieurement, les 
elements montres sur la figure 1 n'^tant pas 
representes pour ne pas surcharger le dessin, 

- la fig. 3 est une representation schematique, 
partiellement coupee, d'un appareillage selon 50 
{"invention dans une version simplifiee ne 
comportant pas de quai de triage, 

- la fig. 4 est une vue schematique en coupe 
de deux enceintes de fecondation selon rinven- 
tion, de leur montage sur le carrousel, et de leur 55 
branchement a des moyens d'alimentation en 

gaz. 

L'appareillage de rinvention fait appel, de maniere 
connue, k une aiguille de ponctlon folliculaire reliee 
par deux tuyaux respectifs a un flacon contenant un 60 
milieu de lavage et a un ajutage d'entree dans un 
recipient tel qu'une enceinte qui sera decrite plus 
loin, un autre tuyau etant branche a un ajutage de 
sortie de ce recipient servant a le relier a une pompe. 
Cette partie de rappareillage est done conforme a 65 



I'etat de la technique qui a ete expose plus haut, a 
rexception du fait que le tube a essais de la 
technique anterieure peut etre remplace (mais ce 
n'est pas obligatoire) par I'enceinte deja mention6e ; 
la partie en question de rappareillage n'est pas 
representee sur les dessins. 

Pendant la recolte des ovocytes sur la "don- 
neuse", on peut maintenir le tube ou I'enceinte de 
fecondation dans une mallette thermostatee en 
utilisant des tuyaux sufflsamment longs. A la fin de ta 
recolte, il suffit de clamper les tuyaux pour pouvoir 
transporter les ovocytes entre la clinique et le 
laboratoire d'examen dans cette mallette. 

Au laboratoire, on ouvre la mallette. on prend une 
enceinte, que I'on place sur un support se trouvant 
dans une hotte a flux laminaire. ou meme sous une 
couveuse, on ouvre le couvercle. puis on precede, a 
raide d'une loupe binoculaire, a la recherche et a 
I'examen des ovocytes, et on met les bons ovocytes 
dans le bassin de triage prevu dans les enceintes de 
recuperation d'ovocytes, en vue de leur lavage dans 
un milieu approprie (ou dans un tube a essais, selon 
la technique connue). 

Quand les ovocytes sont laves, ils sont transvases 
chacun dans un bassin Identifi6 d'une seconde 
enceinte selon rinvention. en vue de leur feconda- 
tion In-vitro en presence de semence filtree. 

Toujours selon une caracteristique essentielle de 
rinvention, rappareillage conrlporte un dispositif 
mobile, ici sous ia forme d'un carrousel 1 recevant 
une multiplicite d'enceintes de fecondation- 100, , v; 

auquel est associe un dispositif optique de grossrs- s.i 
sement 2 pour examiner successivement le contenu 
des bassins des enceintes disposees sur le carrou- 
sel, des moyens d'eclalrage (diascopique ou eplsco- . 
pique] du contenu des enceintes (non representes 
sur les dessins), des moyens d'alimentation 4 des 
enceintes disposees sur le carrousel en atmos. r . 'fi 

phere gazeuse (cette atmosphere gazeuse Jntro- .-.j 
duite a I'interieur des enceintes etant ici constituee r.- 
par un melange d'azote pour 90 o/o, d'oxygene pour 
5 o/o et de gaz carbonique pour 5 o/o), et enfin des 
moyens de chauffage a une temperature constants 
(egalement non representes) asavoir37°C ± 0.1°C 
a I'interieur d'une couveuse amenag6e specialement 
a cet effet, ainsi qu'eventuellement une ou plusieurs 
platesformes 5 de triage et de manipulation des 
ovocytes. 

Le carrousel comporte un plateau 1 1 en forme de 
couronne circulaire, ou plusieurs plateaux en forme 
de couronnes circulaires disposes concentrique- 
ment, chaque plateau etant monte mobile en 
rotation sous I'action de moyens mecaniques ou 
moteurs electriques munis d'une roue d'entraine- 
ment caoutchoutee associee a un dispositif a 
cremaillere ou une poulie ou un galet d'entraine- 
ment, ce plateau comportant des emplacements de 
posltionnement destines chacun a recevoir une 
enceinte 100, par exemple des logements 12 
presentant un contour semblable k celul des 
enceintes mais legerement plus grand ou/et un nez 
de posltionnement 46 en saillie au-dessus de la 
surface du plateau 1 1 et servant egalement a amener 
le gaz dans les enceintes comme cela sera decrit 
plus loin en details. Le dispositif .optique de 
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grossissement 2 est une loupe binoculaire ayant un 
grossissement de 20 a 100 par exemple. dont Paxe 
optique est susceptible d'etre amene au-dessus de 
chacun des logements 12 du carrousel 1. 

Cette loupe binoculaire, dont la lentiile frontale est 
placee quelques centimetres {par exempfe une 
douzaine de centimetres) au-dessus du haut de 
I'enceinte dont le contenu est ^ observer, peut etre 
par exemple supportee par un bras solidarise a un 
bati dispose sensiblement au milieu du carrousel, et 
une articulation a genouillere peut etre prevue. si 
Taxe optique de la loupe doit etre deplace pour 
observer plusieurs ovocytes ou embryons disposes 
dans des bassins separes d*une meme enceinte ou 
pour observer plusieurs enceintes disposees sur 
des plateaux differents. En fait, sur les dessins, c'est 
une autre forme de realisation qui a ete representee, 
forme de realisation dans faquelle !e socle 21 de la 
loupe binoculaire comporte des glissieres longitudi- 
nales et des glissieres transversales permettant le 
mouvement de la loupe dans ces deux directions 
perpendiculaires tout en permettant le degagement 
complet de la loupe, par rapport au carrousel, 
comme represente sur les figures 2 et 3. Une autre 
possibilite consiste k prevoir un pont surmontant le 
carrousel et supportant la loupe binoculaire. mobile 
dans deux directions differentes. Le bon positionne- 
ment du plateau lors de sa rotation peut etre assure 
par des galets disposes a sa peripherie, et la rotation 
du plateau peut etre obtenue en prevoyant que Tun 
de ces galets solt moteur. On peut egalement 
prevoir que le carrousel presente une mobility dans 
son plan en plus de sia mobilite en rotation, par 
exemple au moyen d'une articulation centrale, et que 
la loupe binoculaire soit fixe. Cependant. selon une 
varlante de realisation preferentielle, les enceintes 
1 100. circulaires, peuvent etre toumees sur elles- 
memes en vue d'amener leurs bassins successive- 
ment en regard de Toptique qui dans ce cas pourrait 
etre fixe ; on notera a cet egard que la configuration 
la mieux adaptee a se contenter d*une mobilite en 
rotation seulement du carrousel et a une fixite de la 
loupe binoculaire. est celle oCi Texamen des bassins 
est effectue dans une position de Tenceinte ou les 
bassins sont situes sur la trajectoire circulaire des 
axes de rotation des enceintes autour de Taxe 
central du carrousel ; en effet, dans ce cas, une 
faibie rotation du plateau 1 1 et une faible rotation de 
Tenceinte 100 se font selon deux petits arcs de 
cercle assimilables en premiere approximation a 
deux segments de droites perpendiculaires, ce qui 
donne une possibilite de positionnement parfait du 
bassin sous la loupe binoculaire, meme si celle-ci 
est fixe. 

La mise au point peut etre faite ou reglee par des 
organes de commande de reglage grossier et de 
reglage fin, exterieurs ou interieurs k la couveuse 
thermostatee, selon que toute ou partie de la loupe 
binoculaire est a Texterieur. 

Afin que les enceintes 100, et plus precisement 
leur contenu, puissent etre examines, sans que les 
enceintes soient ouvertes. au moyen du dispositif 
optique de grossissement 2, place au-dessus 
d'elles. leur couvercle 101 est transparent. Si des 
moyens d'edairage sont prevus en dessous des 



enceintes et/ou lateralement a celles-ci. il est 
necessaire que le corps 102 lui-meme des enceintes 
soit egalement transparent, et que les plateaux 
soient ou totalement transparents ou quMIs le soient 
5 seulement aux endroits des eventuels logements 12 
des enceintes, ou encore que ces logements 
comportent des ouvertures pour le passage du flux 
lumineux. Si la conception des enceintes est telle 
qu'elles puissent etre tournees sur elles-memes, il 
10 suffit d'une seule ouverture par enceinte dans le 
plateau, ou que les enceintes soient disposees en 
porte a faux sur celui-ci. de telle sorte qu'en leur 
faisant sublr une rotation sur elles-memes, on 
puisse amener successivement tous leurs bassins 
15 dans le ou les faisceau(x) lumineux emis par les 
moyens d'eclairage (non representes) en direction 
du ou des bassin(s) non masque (s) par le plateau. 

Pour ne pas provoquer une elevation de tempera- 
ture du contenu des bassins, le flux lumineux ou les 

20 flux lumineux concourants (par exemple deux), 
emanent d'une source de lumiere frolde par Tinter- 
mediaire d'une optique de fibres. 

Pour que le carrousel puisse etre thermostate et 
eventuellement que la pression puisse y etre 

25 maintenue a une valeur desiree. la couveuse est 
equipee d'un capot transparent et etanche 13. Ce 
capot est muni de gants de manipulation 14 fixes a 
saface avant ; cette face avant comporte egalement 
une fenetre 15 permettant deVavailler sous le capot 

30 13 sans Tintermediaire des gants 14 si necessaire. 
Pour que Tobjectif de la loupe puisse etre amene a 
une distance correcte au-dessus des enceintes de 
fecondation. le capot comporte egaie ment une 
echancrure 16 permettant d'amener la loupe binocu- 

35 laire juste au-dessus de Tenceinte a examiner. 
L'examen des enceintes est fait a travers une glace 
interchangeable 17 montee sur glissieres, une glace 
etant moins sujette aux rayures que le capot 13 en 
matiere plastique , ou par Tintermediaire d'un 

40 manchon, pour avoir une lecture directe; le retrait de 
la glace 17 permet d*ailleurs un acces supplemen- 
taire a rinterieur du capot. 11 est ainsi possible de 
manipuler sous le capot (par exemple de denuder 
les ovocytes) soit en se servant des gants 14. soit 

45 directement par la fenetre 15 de la face avant. soit 
par I'echancrure 16, 

Selon une caracteristique preferentielle de I'inven- 
tion, la couveuse peut etre munie, comme c*est le 
cas sur la figure 1, d'une (ou plusieurs) 

50 plate(s)-forme{s)de triage et de manipulation, par 
exemple d*une plate-forme 5 mobile, exterieure au 
plateau 1 1 . Ces plates-formes, dont la configuration 
doit etre adaptee a ne pas entraver la libre rotation 
du plateau, sont disposees dans la couveuse et 

55 devant la loupe binoculaire, et re90ivent des sup- 
ports magnetiques sur lesquels sont fixes des 
micromanipulateurs servant a denuder les ovocytes 
et actionnes par Toperateur de preference au moyen 
des gants de manipulation 14. 

60 L^alimentation des enceintes 100 en gaz carboni- 
que est effectuee au moyen d'un conduit d'amvee 
entrant centralement dans le carrousel et alimentant, 
par Pintermediaire d'un joint toumant 47, une ou 
plusieurs conduites 41 rayonnant vers les plateaux 

65 en couronne ; chacune des conduites 41, qui peut 
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comporter un robinet de commande 42. a moins qu'il 
existe un robinet de commande general, dessert 
piusieurs enceintes voisines, par exemple une 
dizatne. en serie (on est limite par les pertes de 
charge) ; en consequence, chaque conduite 41 
debouche dans un premier emplacement de posi- 
tionnement pour une enceinte par I'Intermediaire du 
nez 46, tronconique, deja mentionne, comportaht 
une relativement courte buse d'entree 43 presque 
centrale ou parfaitement centrale. selon les formes 
de realisation, depassant tres legerement au-dessus 
du niveau superieur des bassins des enceintes de 
f6condation ; le meme logement comporte une buse 
de sortie 44 nettement plus haute pour etre certain 
du total remplissage de I'enceinte par le gaz, selon 
les formes de realisation, environ 1 millimetre en 
dessous du couvercle de I'enceinte, ou en but^e 
centre celui-ci. quand il est en position de fermeture 
de I'enceinte, comme cela sera decrit plus en 
details. 

Cette buse de sortie est symetrique de la buse 
d'entr6e par rapport au centre du logement ou 
coaxiale interieurement a celle-ci. Elle est reli§e ^ sa 
base, par un conduit intermediaire 45 par exemple 
en caoutchouc, a la courte buse d*entree de 
Templacement suivant, lequel comporte une buse 
haute de sortie reliee par un autre conduit interme- 
diaire a la buse d*entree d'un autre emplacement, et 
ains! de suite, jusqu'au dernier emplacement de la 
s6rie, ce qui permet de chasser des enceintes de 
fecondation de cette s6rie, I'air susceptible de 
contamlner leur contenu. et de le remplacer par le 
melange de gaz sterile destine a maintenir une 
atmosphere favorable a la fecondation. On compren- 
dra done que la courte buse d'entree 43 et la buse 
haute de sortie 44 de chaque logement sont de 
prS^f^rence entourees d*un nez metallique central et 
tronconique 46, commun, pouvant etre escamota- 
ble, dont Porifice superieur affleure sensiblement le 
niveau haut de la courte buse d'entree si les buses 
sont cote a cote, et que la courte buse d'entree est 
constituee par la paroi exterieure elle-meme du nez 
46 si la structure est coaxiale. 

Les moyens de chauffage du meuble dans lequel 
sont places le carrousel et tout le materiel associe 
pour Texamen des enceintes mainttennent celles-ci 
d la temperature desir^e, de preference au moyen 
d'un bain-marie (grSce a I'inertie thermique du 
liquide du bain, par exemple de Teau) ; le liqulde du 
bain peut etre contenu soit dans les enceintes 100, 
soit 6ventuellement dans un bac dispose dans le 
carrousel lul-meme et dans lequel les enceintes 
baignent en permanence si r^clairage du contenu 
des bassins est episcopique. Dans le cas d'ovocytes 
et d'embryons humains, la temperature est mainte- 
nue a 37'*C ± 0,1°C. Les moyens moteurs actlon- 
nent les plateaux en rotation, pas a pas, au moyen du 
dispositif crante permettant d'obtenir une course 
donnee a chaque pas de jarogression en rotation du 
plateau, sous commande automatique. ou a main ou 
a pied. 

La couveuse peut etre completee par un tunnel 
destine a proteger les enceintes centre les agres- 
sions de la lumiere. notamment dans la gamme des 
rayons ultra-violets, ou encore, le capot de la 



couveuse peut §tre au moins partiellement en un 
materiau plus opaque dans la gamme des longueurs 
d'ondes tndesirables. 

Les boTtes de Petri connues sont transparentes 
5 (corps et couvercle) et comportent en general 
piusieurs bassins ou sont disposes les ovocytes a 
observer. Dans la mesure ou les bassins sont de 
forme cylindrique. ils ne presentent qu'un interet 
tres limite pour la presente application, car si les 

10 ovocytes et spermatozoYdes ou embryons se refu- 
gient dans la region perlpherique du fond, ils sont 
difficiles k observer et les embryons sont tres 
difficiles A prelever en vue de leur transfert final. 
Aussi, selon rinvention, les enceintes 100 desti- 

15 nees h Tinstallation qui vient d'§tre d§crite, sont non 
seulement transparentes, ou au moins translucides 
en ce qui concerne leur corps, mais presentent un 
ou piusieurs bassins lateraux 103 ayant une forme 
particutiere (un seul bassin etant suffisant pour les 

20 enceintes de recolte). 

Ces bassins 103 ont des parois interieures dont la 
partle superieure 104, circulaire. est de preference 
inclinee et converge vers le bas (de manlere 
Ieg6rement conlque rectiligne ou incurvee) ; la partie 

25 105 du fond. Id excentree, de preference converge 
egalement vers le bas. et le fond proprement dit est 
incurve avec une convacite tournee vers le bas (il est 
par exemple en forme ,.de calotte spherique ou 
hemispherique) ; la partie superieure et la partie 

30 inf§rieure sont s6par§es. sur au moins une partie du 
pourtour du bassin. par une zone intermediaire 
plane et horizontale 106 comportant un petit alveole 
circulaire adapte a recevoir la goutte de milieu 
contenant Tovoctye. L'Incllnaison de la partle super- 

35 ieure 104 des parois permet d'lntroduire, dans les 
bassins 103, des instruments dans une position 
autre que la position verticale, qui n'est pas toujours 
la plus pratique ; la partie Intermediaire plane et 
horizontale 106 sert a denuder I'ovocyte contenu 

40 dans la goutte disposee dans I'alveole, au moyen 
d'un micro-manipulateur. et la forme convergente et 
arrondie de la partie Inferieure 105 des bassins 
permet un confinement central de I'ovocyte et des 
spermatozoides et facilite done d'une part leur 

45 rencontre et d'autre part la recherche de I'ovocyte, 
et ult§rieurement de Tembryon.au moyen de la loupe 
binoculaire, puisqu'il reste facilement reperable par 
I'objectif de celle-ci. 

De plus, les enceintes 100 selon rinvention 

50 presentent une bonne etancheite en vue de suppri- 
mer les risques de pollution et de fuite de gaz ; cette 
etancheite est obtenue au moyen de la cooperation 
de parois du corps 102 et de parois correspon- 
dantes du couvercle 101 qui sont inclinees au moins 

55 sur une partie de leur hauteur et de meme angle 
d'incllnaison, ce qui permet un bouchage bien 
hermetlque par coincement des zones se faisant vis 
a vis. En variante, I'etancheite peut etre assuree par 
des pas de vis comptementaires prevus recpective- 

60 ment sur le corps et le couvercle des enceintes, en 
vue d'assurer leur fermeture. Dans le cas ou 
I'enceinte comporte piusieurs bassins 103, il est 
necessaire de reperer ceux-ci, ou plutdt leur 
contenu ; a cet effet, le corps ou le couvercle 

65 comporte un ou piusieurs reperes d'identlfication ; 
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ainsi. les bassins peuvent etre affectes d'un numero 
d 'identification, et 11 en est de meme de chaque 
enceinte ; si Tenceinte presente une symetrie. le 
corps et/ou le couvercle sont munis d*un repere de 
positionnement de telle sorte que rindication even- 
tuelle donnee par le couvercle ne soit pas erronnee a 
cause d'un mauvais positionnement de celui-ci. La 
base du corps 102 des enceintes peut comporter 
une semelle I6g6rement debordante (non represen- 
tee sur les dessins). destinee a s'encliqueter avec 
des organes de retenue prevus dans leur logement, 
en plusieurs endroits de leur pourtour. de maniere a 
eviter qu'une tentative de retrait de leur couvercle, 
(lequel retrait peut etre un peu "dur" a cause du 
coincement conique du couvercle sur le corps), se 
solde par un soulevement du corps lui-oieme avec 
toutes les consequences facheuses qui peuvent en 
resulter pour le contenu des bassins. Dans le cas oCi 
les buses d'entree et de sortie de gaz sont 
elolgnees, les enceintes comportent dans leur fond 
un ajutage d'entree et un ajutage de sortie (ou 
trop-plein) dans lesquels sont destinees a s^ajuster 
respectivement ces buses d'entree et de sortie, de 
telle sorte que le gaz sterile constitue Tatmosphere 
interne de Tenceinte, notamment pour en fixer le pH, 
emplisse I'interieur des bassins en particulier en 
contact avec le milieu oCj se trouve Tovocyte et les 
spermatozoTdes, ou I'embryon, y constitue un 
matelas de gaz, chasse fair residual, et que le 
superflu s'echappe par le trop-plein. Dans la forme 
de realisation representee sur les dessins ou les 
buses 43, 44 sont coaxfales, ou dans le cas ou elles 
sont quasiment centrales, et entourees du nez 
tronconique commun 46, les enceintes sont elles- 
memes monies, centralement a leur base, d'un trono 
de cone d'etancheite 108, tronconique interieure- 
* ment et exterieurement, dont la surface interne est 
adaptee a s'emboTter sur le tronc de cone du nez 46; 
ce tronc de cone d'etancheite 108 est ouvert a son 
extr^mite sup6rieure qui constitue done un ajutage 
unique pour laisser le passage au gaz entrant dans 
I'enceinte par la buse d'entree 43, et a la buse de 
sortie 44 : cette extremite superieure du tronc de 
cone d'etancheite 108 depasse legerement au-des- 
sus du nez tronconique 46 du logement de Ten- 
ceinte, et du niveau superieur des bassins. Dans une 
telle forme de realisation, au lieu d'etre conpus sous 
la forme d'une semelle cooperant avec des organes 
de retenue prevus sur le plateau 1 1 , les moyens de 
retenue des enceintes 100 sur le plateau 1 1 peuvent 
etre constitues par des organes susceptibles de 
s'accoupler, respectivement sur fe nez et le tronc de 
cone d'etancheite 108 de Penceinte. Dans le present 
exemple, les bassins sont dimensionnes pour 
recevoir environ un demi-centimetre cube de milieu 
liquide de fecondation (la capacite totale du bassin 
etant de Tordre du centimetre cube). Grace aux 
caracteristiques qui viennent d'etre enumerees, les 
enceintes peuvent done avantageusement servir de 
nid de fecondation pour les ovocytes. De plus, il est 
possible de contrdler sur place la sante des 
ovocytes et des spermatozoTdes, et la mise en cul 
ture des embryons, evitant ainsi les manipulations 
superflues. II faut noter que dans la mesure ou les 
enceintes sont en matiere plastique. (materiau 



relativement bon marche meme lorsqu'il doit etre. 
comme ici, neutre et de qualite alimentaire), il est 
possible de ne s'en servir qu'une seule fois, puis de 
les jeter apres usage. 
5 On a deja vu que dans certains cas, il peut etre 
necessaire de disposer d'une loupe binoculaire 2 
mobile, (grace a I'articulation du type genouillere 
dejii mentionnee ou a un montage sur glissidres deja 
envisage) pour amener son axe optique dans le 

10 prolongement de I'axe central de chaque bassin 103, 
successivement, ou encore d*un carrousel mobile ; 
en revanche, si les enceintes sont agencees pour 
pouvoir toumer sur elles-memes. on peut eventuel- 
lement se passer d'une mobilite de la loupe 

IS binoculaire. ou du carrousel, la rotation de I'enceinte 
sur son emplacement etant possible en passant la 
main ^travers une fen§tre du capot ou dans un gant, 
a condition que les entrees et sortie de gaz soient 
agencees comme cela a ete decrit en detail plus 

20 haut. 

Par ailleurs. il est necessaire que le couvercle 101 
d'une enceinte quelconque puisse etre ote sans que 
soit interrompue I 'alimentation en gaz des autres 
enceintes du fait de i'echappement de celui-ci dans 

25 i'atmosphere. 

A cet effet, il peut etre prevu par exemple un 
capuchon amovible, en metal ou en matiere plasti- 
que, presentant une'cavite Interne en tronc de c5ne. 
complementaire de la surface exterieure du tronc de 

^ cone d'etancheite 108 faisant partie de la base de 
I'enceinte. Ce capuchon n'est normalement pas en 
place sur le tronc de cone d'etancheite 108 de telle 
sorte que le gaz puisse penetrer dans I'enceinte, 
majs il doit etre emboTte legerement a force sur ledit 

35 tronc de cone d'etancheite des I'ouverture de 
Tenceinte ; il est de preference suffisamment haut 
pour que Ton soit oblige de le retlrer avant de 
remettre le couvercle de celle-ci, pour etre certain 
de relntroduire alors du gaz a I'interieur ; de ce fait, le 

40 fond du capuchon (en haut de celui-ci) laisse un 
leger espace au-dessus de la buse haute 44 de 
sortie du logement de I'enceinte, necessaire pour le 
passage du gaz provenant de la buse d'entree 43, 
afin que ce gaz puisse continuer k alimenter les 

45 enceintes suivantes de la serie. 

Une autre solution, egalement non representee, 
fait appel a des vannes disposees dans la conduite, 
d'arrfvSe 41 et dans les conduits 45 ; chacune de ces 
vannes comporte une sortie reliee a ia buse d'entree 

50 de I'enceinte immediatement en aval et a I'entree de 
la vanne de I'enceinte suivante. La base de chaque 
enceinte comporte une encouche susceptible de 
cooperer avec une bille logee dans le plateau 11, 
laquelle bille est en relation avec un axe horizontal 

55 commandant une biellette verticale d'actionnement 
de la vanne ; de la sorte, lorsque la bille est dans 
Tencoche, la biellette est liberee et permet le 
passage du gaz dans la direction choisie. Ainsi, dans 
une premiere position. I'enceinte directement en 

60 aval de la vanne est aiimentee en gaz, et dans une 
seconde postiion, le mouvement de la bille inverse la 
position de la vanne et c'est I'enceinte suivant ceLIe 
qui est directement en aval de ladite vanne qui est 
aiimentee, a moins que cette enceinte ne sort 

65 elle-meme toumee de maniere a ne pas pas etre 
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aliment^e. auquel cas ie processus se repete. 
jusqu'a la fin de la serie d 'enceintes. 

Dans la forme de realisation representee sur la 
figure 4, S chaque emplacement du plateau tournant 
11 pr6vu pour une enceinte, est adapte un distribu- 
teur de gaz 6 a une entreeSI et deux sorties 62, 63 ; 
ce distribuleur presents una structure cyllndrique 
dont I'axe longitudinal est dans Ie prolongement de 
Taxe longitudinal du nez 46 ; I'entree 61 de chaque 
distributeur est reliee soit a la conduite 41 pour la 
premiere enceinte de la serle, soit au conduit 45, 
amont, en serie ; les deux sorties 62, 63 du 
distributeur sont reliees respectivement a la buse 
d'entr^e de I'enceinte immediatement en aval (qui se 
trouve juste au-dessus du distributeur) et au conduit 
d'alimentation 45 de la suivante ; dans cette forme 
de realisation, la buse de sortie 44 et la buse 
d'entr6e 43 sont a structure coaxiale, la buse de 
sortie 44 6tant interieure a la buse d 'entree 43 et 
etant mobile en translation longitudinale, une force 
de rappel etant exercee par un ressort 64 pour 
tendre A la ramener en position haute par I'interme- 
dlaire du piston 65 du distributeur 6 ; de plus, cette 
buse de sortie 44 comporte des trous peripheriques 
k sa partie superieure, comme on Ta vu afin d'etre 
certain que Tencelnte est emplie de gaz quand elle 
est fermee. Lorsque Ie couvercle 101 est place sur 
son enceinte, il main tient la buse de sortie 44 en 
position basse ; Ie gaz est alors transmis a la buse 
d'entr6e 43 de cette enceinte par Ie distributeur 
dispose sous celle-ci, il emplit Tenceinte, et repart 
par les trous peripheriques de la buse de sortie 44 ; 
Ie piston 65 du distributeur 6-etant maintenu vers Ie 
bas, le surplus de gaz part alimenter Ie distributeur 
de I'enceinte suivante. Lorsque le couvercle 101 
d'une enceinte est enlev^, le ressort 64 pousse le 
pisfon 65 vers Ie haut, du fait que la buse de sortie 44 
remonte, I'arrivee de gaz dans I'enceinte de fecon- 
dation est done coupes, st le gaz passs dans la 
partie inferieure du distributeur 6 pour alimenter 
directement le distributeur 6 suivant. Ces fonctions 
sont assurees au moyen de trois joints d'etancheite 
k double levres prevus dans des logements creuses 
k la pSriph&rie du piston, determinant les voies de 
passage possibles pour le gaz. 

La presence des distributeurs garantit qu'en cas 
d'oubli de la fermeture du robinet de gaz general, 
meme si des enceintes sont demunies de leur 
couvercle, le gaz ne peut s'echapper. 

Entre le tronc de cone d'etancheite 108 de la base 
de I'enceinte, les protuberances 110 qui supportent 
les bassins, et les parois exterieures 111 de 
I'enceinte, est d6limitee une cavite 112 destinee k 
recevoir un liquide (serum sterile ou eau distillee) 
permettant I'humidification de la boTte, et eventuelle- 
ment. si nScessaire, un barbotage du gaz. par 
exempte pour rSchauffer ceiui-ci a la temperature la 
plus favorable. 

Ces enceintes peuvent etre utilisees : 

- dans les actuelles cloches a incubation, les tuyaux 
d'admission de gaz restant alors ferm6s et le 
couvercle ssulement pose, non hermetiquement (a 
la place de boites de Nunc ou autres), 

- avec support unique dans les couveuses (a la place 
des tubes), 



- en carrousel. 

En variante, les enceintes peuvent comporter un 
orifice supplementaire pour y placer une sonde de 
controle de la temperature et/ou du taux d'humidifi- 
. 5 cation pendant la fecondation, par exemple par le 
nez central. 

La mise en oeuvre de I'appareillage sslon Tinvsn- 
tlon s'sffectue selon le processus suivant : 

On preleve tout d'abord de maniere connue. par 

10 ponction folliculaire, les ovocytes au moyen d'une 
aiguille, on identifie (sous hotte a flux laminaire ou 
sous couveuse) les ovocytes aptes a etre fecondes 
dans de bonnes conditions, on transfere chaque 
ovocyte dans un bassin 103 identifi^ respectif d'une 

15 enceinte de fecondation 100, on introduit dans les 
bassins un milieu liquide adapte a la fecondation, on 
place des spermatozoVdes pr^alablement filtres 
done vivants dans les bassins, on ferme de maniere 
etanche le couvercle de I'enceinte de fecondation, 

20 on ouvre le robinet d'arrivee du gaz sterile (dont la 
composition a ete donnee plus haut) rechauffe pour 
eviter les chocs thermiques, et on introduit dans 
Tenceinte (eventuellement avec un barbotage) ce 
gaz sterile en chassant Tair residuel. et apres 

25 ecoulement d'un certain temps, sans ouvrir Ten- 
ceinte, on examine successivemeht le contenu des 
bassins au moyen de la loupe binoculaire. 

Comme cela a deja ete mentionne, la ponction 
folliculaire peut mettre en oeuvre -directement des 

30 enceintes selon une forme appropriee de I'invention, 
placees en mallette etanche et thermostatee a 37° C 
± 0,1 °C, disposee horizontalement pendant la 
recolte des ovocytes ; les ovocytes sont alors 
recuperes dans la cavite centrale de I'enceinte, la 

35 ponction etant effectuee au moyen des ajutages 
d'entr6e et de sortie de gaz (les ovocytes 6tant 
Introduits par I'ajutage d'entr6e et le pompage etant 
effectue par I'ajutage de sortie). H est egalement 
possible de prevoir un filtre dans Tajutage d'arrivee 

40 de gaz pour y pieger les ovocytes et il n'y a alors plus 
qu'a les en extraire. 

Pour entrer plus en detailsdans la description du 
precede selon I'invention, on peut signaler que lors 
de I'introduction du gaz sterile dans I'enceinte par la 

45 buse basse, ce gaz monte en presslon et chasse I'air 
qui s'echappe par la buse haute ; avantageusement, 
un milieu tampon peut eventuellement avoir ete 
prealablement injecte au moyen d'une seringue 
dans la cavite centrale 112 de Tenceinte, avec un 

50 niveau inferieur a celui du haut des bassins, ce qui 
peut permettre un barbotage du gaz introduit, par 
exemple en adaptant a la buse d'arrivee de gaz un 
tube mobile en U inverse plongeant dans le milieu 
tampon ; cette possibility permet a I'operateur 

55 d'obtenir une arrivee et un controle visual de gaz 
parfaits grace a I'observatlon des bulles ainsi 
formees dans le liquide ; elle permet egalement un 
rechauffage complementaire du gaz. Ce barbotage 
entretient aussi une atmosphere humide constante 

60 et precise a I'interieur de I'enceinte, qui est 
indispensable a la bonne conservation des ovocytes 
en les empechant de se dess6cher. 

Afin de maintenir les enceintes et leur contenu a 
une temperature et dans des conditions sensible- 

65 ment constantes. on les conserve dans la couveuse 



7 



SDOCID: <EP_0239450A1 J_> 



13 



0 239 450 



14 



themnostatee a laquelle sont egalement associes 
des moyens d'humidification et de chauffage a 
temperature constante a 0,1 °C pres. par rapport a la 
temperature de Tespece a Tetat vivant, 37° C pour 
I'espece humalne, par regulation par air pulse. 5 

Pour examiner le contenu des enceintes 100. on 
place les enceintes dans le carrousel 1, on eotralne 
le carrousel en rotation, et on fait defiler successive- 
ment, pas a pas, lesdites enceintes de fecondatlon 
sous la loupe btnoculaire 2 sans risque de renverser io 
ou contaminer le moindre ovocyte, et avec une 
grande rapidrte et simplicite. 

Lorsque les ovocytes d'une enceinte ont ete 
fecondes par les spermatozoTdes. et que les 
embryons ont atteint le developpement approprie, 75 
ces embryons sont, depuis le bassin, conditionnees 
en paillette en vue de leur congelation, ou dans une 
sonde de mise en place a partir desquels ils sont 
transferes dans Puterus de la mere receveuse ; 
apres cet usage unique, Tenceinte de fecondatlon 20 
peut etre jetee. 

Bien entendu. IMnvention n'est pas llmltee aux 
formes et aux modes de realisation ci-dessus 
decrits et representes, et on pourra pr^voir d'autres 
formes ou d'autres conceptions sans sortir du cadre 25 
de rinvention. 



Revendications 30 

1. Apparetllage de fecondatlon d'ovocytes 
in-vitro, du type comporenant des enceintes de 
fecondatlon comportant des bassins pour rece- 

voir les ovocytes dans un milieu approprie ainsi 35 
que des spenmatozoTdes en vue de la feconda- 
tlon desdits ovocytes afin d'obtenir des em- 
bryons susceptibles d'etre transferes dans une 
mere receveuse, lorsqu'ils ont atteint un deve- 
loppement approprie, appareillage caracterise 40 
en ce qu'il comporte un dispositff mobile, tel 
qu'un carrousel (1), ayant au moins un plateau 
(11) mobile en rotation pas a pjas et muni 
d'emplacements de positionnement (12) des- 
tines a recevoir chacun une enceinte de 45 
fecondatlon (100), eventuellement un capot 
transparent de fermeture (13) entourant ledit 
dispositif mobile, un dispositif optique binocu- 
laire de grossissement (2) pour examiner 
successivement le contenu des bassins, par le 50 
dessus de ceux-ci et du capot de fermeture 
eventuel, lequel est muni d*une fenetre (17) en 
regard de Toptique de grossissement, et des 
moyens d'eclairage du contenu des bassins de 
fecondatlon. 55 

2. Appareillage selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comporte des moyens 
moteurs a roue caoutchoutee. 

3. Appareillage selon la revendication 1, 
caracterise en ce quMI comporte des moyens 60 
d'alimentation (4) des enceintes (100) dispo- 
sees sur le dispositif mobile (1). en atmosphere 
gazeuse. 

4. Appareillage selon la revendication 3. 
caracterise en ce que plusieurs enceintes (100) 65 



sont reliees en serie aux moyens d'alimentation 
(4) en atmosphere gazeuse. 

5- Appareillage selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est loge au moins 
partiellement dans une couveuse comportant 
des moyens de climatisation k une temperature 
constante regulee. 

6. Appareillage selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comporte des moyens de 
deplacement relatrf du carrousel et du dispositif 
optique binoculaire de grossissement, par 
exemple des moyens de deplacement a ge- 
nouillere, a glissiere ou a articulation. 

7. Appareillage selon la revendication 1. 
caracterise en ce qu'il comporte des moyens 
d'eclairage a lumiere froide avec transmission 
par optique de fibres pour ne pas apporter de 
perturbation a la temperature de renceinte 
(100) en cours d'observation. 

8. Appareillage selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le plateau (11) est au 
moins en partle muni de zones permettant la 
transmission de la lumiere. 

9. Appareillage selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu*il comporte une plate- 
forme (5) de triage et de manipulation a 
proximite du dispositif mobile (1). 

10. Appareillage ^elon la revendication 1, 
caracterise en ce que le dispositif mobile (1) 
comporte au moins un plateau (11) sur lequel 
les enceintes (100) sont dispos^es en porte a 
faux, leur partie en porte a faux etant dans le 
faisceau 6mls par au moins une optique de 
fibres. 

11. Appareillage selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le disposltrf mobile 
comporte. a cheque emplacement de position- 
nement pour une enceinte (100), un nez 
tronconique (46) comportant une buse d'entr^e 
(43) et une buse de sortie (44) de gaz. 

12. Appareillage selon la revendication 11, 
caracterise en ce que la buse d'entree (43) et la 
buse de sortie (44) sont disposees coaxiale- 
ment. 

13. Appareillage selon la revendication 12, 
caracterise en ce que la buse de sortie (44) est 
mobile en translation longitudinale. 

14. Appareillage selon la revendication 1. 
caracterise en ce qu'il comporte, sous chaque 
emplacement de positionnement pour une 
enceinte, un organe de distribution de gaz 
adapte a dinger un gaz, destine k constituer 
ratmosphere des enceintes, vers cette en- 
ceinte ou un autre organe de distribution, selon 
que ladlte enceinte estferm6e ou non. 

15. Precede de fecondatlon d'ovocytes in-vltro 
dans lequel on preleve les ovocytes par ponc- 
tion folliculaire au moyen d'une aiguille, precede 
caracterise en ce que Ton identifie les ovocytes 
aptes a etre fecondes dans de bonnes condi- 
tions, on transfere chaque ovocyte dans un 
bassin (103) respectif d'une enceinte (100) de 
fecondatlon, on introduit dans les bassins un 
milieu liquide adapte a la fecondatlon, on place 
des spermatozoTdes, pr§aiablementfiltres done 
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vivants, dans les bassins Identifies, on ferme de 
maniere etanche le couverde de Tenceinte de 
fecondation, on ouvre alors une arrivee de gaz 
sterile et rechauffe eventuellement par barbo- 
tage pour eviter les chocs thermiques, et on 5 
introduit dans Tenceinte le gaz sterile qui 
chasse Pair rSsiduel, puis apres ecoulement 
d'un certain laps de temps, sans ouvrir Ten-"^ 
ceinte, on examine le contenu des bassins au 
moyen d'un dlspositif optique de grossisse- 10 
ment (2). 

16. Procede selon la revendication 15, caracte- 
ris6 en ce que Ton preleve les ovocytes par 
ponction folHculaire et on les introduit directe- 
ment dans une enceinte comportant deux 15 
ajutages relies respectivement a Taiguitle de 
ponction et a un dlspositif de pompage. une 
cavft§ centrale; et des bassins de fecondation. 

17. Procede selon la revendication 15, caracte- 

ris§ en ce que pour examiner ie contenu des 20 
bassins (103), on place les enceintes (100) de 
fecondation dans un carrousel (1) que Ton 
entraine en rotation, et on les fait dSfiler 
successivement.pas a pas, sous une loupe 
binocuiaire(2). 25 

18. Enceinte de fecondation d'ovocytes pour 
appareillage de fecondation d'ovocytes in-vitro, 
caracteris6e en ce qu*elle est etanche et au 
moins partlellement transparente et en ce 
qu*elle comporte des bassins (103) excentres a 30 
parol (104) inclinee convergeantvers le bas et 
presentant un fond excentre (105) incurve a 
concavity tournee vers le- bas et au moins une 
zone interm6diaire (106) plane et horizontale, 

ainsi qu'au moins un ajutage d'entree et de 35 
sortie de gaz, pour un gaz sterile destine k 
V constituer Tatmosph^re interne de ladite en- 
ceinte. 

19. Enceinte de fecondation selon la revendi- 
cation 14. caracterisee en ce qu'elle comporte 40 
un ajutage d'entree de gaz et un ajutage de 
sortie de gaz de plus grande hauteur que 
I'ajutage d!entree. 

20. Enceinte de fecondation selon la revendi- 
cation 18, caracterisee en ce qu'elle comporte 45 
un ajutage d'entree et de sortie de gaz, destine 

a recevoir une buse d'entree de gaz (43) et une 
buse de sortie de gaz (44) de plus grande 
hauteur, entoure d'une parol peripherique tron- 
conique. 50 

21. Enceinte de fecondation selon la revendi- 
cation 20, caracterisee en ce qu'elle comporte 
un capuchon pour boucher Tajutage lorsque 
I'enceinte est ouverte. 

22. Enceinte de fecondation selon la revendi- 55 
cation 18. caracterisee en ce qu'elle comporte 

une cavlte (112) destinee a recevoir un milieu 
liquide tampon, sterile, pour permettre even- 
tuellement un barbotage du gaz et constituer 
un bain-marie redulsant les chocs thermiques 60 
et assurant une bonne humidification de Tat- 
mosphere gazeuse, et en ce que les bassins 
(103) sont creuses dans des regions en 
protuberance (110) par rapport a cette cavite 
(112). 65 



23. Enceinte de fecondation selon la revendi- 
cation 18, caracterisee en ce qu'elle comporte 
un corps (102) et un couverde (101) ayant au 
moins des parties de parois inclinees en vue 
d'assurer un bouchage hermetique. 

24. Enceinte de fecondation selon la revendi- 
cation 18, caracterisee en ce qu'elle comporte 
un corps (102) et un couverde (101), ainsi que 
des moyens d'encliquetage sur le plateau (11) 
pour empecher tout mouvement du corps lors 
de son ouverture par retrait du couverde. 

25. Enceinte de fecondation selon la revendi- 
cation 18, caracterisee en ce qu'elle est en 
matiere plastlque et a usage unique. 

26. Enceinte de fecondation selon la revendi- 
cation 18; caracterisee en ce que la zone 
Intermedlaire (106) comporte un alveole adapte 
a recevoir une goutte de liquide contenant un 
ovocyte en vue de denuder ce dernier. 
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